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リアによる TTX の生産を報告しており、TTX は食物連鎖によって海洋生物へと蓄積さ
れると考えている 6,13,14)。一方、陸上における TTX の生産生物は未同定であり、TTX が
外因性であるか内因性であるかの議論が続いている (Fig. 2)11,15-19)。唯一のラベル化合物
の投与実験として、清水ら 20)による有毒イモリへの arginine, acetate 等の投与例があるが
TTX はラベル化されず、また、起源生物の遺伝子解析から TTX の生合成経路に言及し
た研究もない 21)。一方、これまで主に我々のグループによって様々な TTX 類縁体が報
告され (Fig. 1)22-28)、それらの化学構造から TTX の構成単位として arginine と C5 単位 
(isoprene あるいは五炭糖) が予想されてきた (Fig. 3)22-24)。 
本研究では更なる新規 TTX 類縁体、推定生合成中間体を得るため、質量分析器を駆
使した新規成分の探索を行い、生合成経路の解明を目指した。また、未解明であるイモ






Fig. 1. Structures of tetrodotoxin (TTX, 1) and its natural analogues.1-3,22-28) 
 
 
Fig. 2. The origin of TTX in marine and terrestrial animals based on the previous 
reports.6,11,13-19) 
 














第一章 10-hemiketal 型新規 TTX 類縁体の同定 
これまでの構造活性相関研究から 28-31)、探索対象である新規 TTX 類縁体は生理活性




1-1. 10-hemiketal 型 TTX 類縁体の構造解析 
オ キ ナ ワ シ リ ケ ン イ モ リ  (Cynops ensicauda popei) の 希 酢 酸 抽 出 物 を
HILIC-LC-MS/MS で精査したところ、既知類縁体と同一のフラグメントイオンを与える
2 種の未知化合物 (2, 3) が検出された (Fig. 4, 5) 。これらを 3 種の弱酸性陽イオン交換
カラムおよび HILIC カラムを用いて精製した。2, 3 の分子式はそれぞれ ESI-TOF-MS よ
り C11H15N3O6、C11H15N3O4と決定した。 
2 はその分子式より、monodeoxyTTX の脱水体だと推測された。得られた 2 (200 μg, 
4,9-anhydroTTX (4) との混合物) を各種 NMR に供し、構造を解析した。2 は 4 と類似の
プロトン NMR シグナルを示したが、4 に比べて H-5 が大きく高磁場シフトしていたこ
とから 5-deoxy体だと示唆された。さらにC-5, C-10のケミカルシフト値、およびC-5/H-9, 
C-10/H-4a の HMBC 相関から、2 は C-5 と C-10 が直接結合した 10-hemiketal 構造を持つ
と 考 え ら れ た 。 さ ら に NOESY1D を 用 い て 立 体 化 学 を 解 析 し 、 2 を
4,9-anhydro-10-hemiketal-5-deoxyTTX と推定した (Fig. 6)35)。 
3 (80 μg) を NMR にて構造解析したところ、C-10/H-4a, C-10/H-6 の HMBC 相関が観
測され、3 も 10-hemiketal 構造を持つと示唆された。また NOESY1D より 8-epi 体だと
推定し、3 を 4,9-anhydro-8-epi-10-hemiketal-5,6,11-trideoxyTTX と推定した (Fig. 7)35)。 
 
1-2. 10-hemiketal 型 TTX 類縁体の分布と TTX との相関関係 
得られた 2, 3 は、初の 10-hemiketal 型の TTX 類縁体であった。そこで、これらの化
合物の生合成上の位置づけを考察するため、HILIC-LC-MS を用いて日本、中国、北米
地域の各種イモリを分析した。2 は生息地域や種が異なる全ての有毒イモリから検出さ
れ、無毒イモリからは検出されなかった。さらに各イモリにおける TTX と 2 の含有量







化合物 2, 3 の骨格構造がグアニジンと C10 単位から成ることに着目し、モノテルペ
ンを出発物質とする経路を考えた。まず、ゲラニル二リン酸からグアニジノ基を有する
モノテルペン (geranyl guanidine) が生成し、続く環化、酸化反応を経て 2, 3 が生成する
と考えた (Fig. 8)。NMR では確認されなかったが、2 の 10-ketone 体が存在するとすれ
ば、Baeyer-Villiger 酸化によって TTX と化学的に等価な 4,9-anhydro 体 (4) が生成し得
る (Fig. 9)。また一方、我々は 8-epi-5,6,11-trideoxyTTX (5) とその脱水体 (6) を同じく
C. e. popei から得ている 27)。上記の経路でこれら 5-deoxy 体（10,7-Lactone 体）の存在を
説明するには、TTX からの還元の他、3 から C-5–C-10 の開裂反応を経て生成すること







Fig. 4. The extracted ion chromatograms at m/z 286.1034 ± 0.005 and m/z 254.1135 ± 0.005 of the extract of 
C. e. popei showing the peaks of 2 and 3. 
 
 
Fig. 5. MS/MS spectra of 1–3 and predicted structures of their characteristic fragment ions. (A) TTX (1), (B) 
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Fig. 6. Structures of 2 and 4, and correlation analysis of 2. The key HMBC data for the C-5–C-10 bond and 
key NOEs are indicated for 2. 
 
 














Fig. 8. A proposed biosynthetic pathway toward 10-hemiketal-type TTX analogue (2). 
 
 
Fig. 9. Plausible reactions on the final stage of biosynthetic pathways toward TTX (1) and 







るモノテルペンの環化体をターゲットとして定め (Fig. 10)、RP (Reversed Phase)-LC-MS, 
HILIC-LC-MS の二つの分析法を用いて探索した。 
 
2-1. Cep-210, Cep-212 の構造解析 
RP-LC-MS による探索で、C. e. popei のメタノール抽出物から微量成分 7 (Cep-210) と
8 (Cep-212) を検出した (Fig. 11A)。化合物 7, 8 を数種の逆相カラムと弱酸性陽イオン交
換カラムを用いて単離し、各種 NMR にて構造を解析した。 
化合物 7 は極めて微量であったが、交換性プロトンを除く全てのプロトン NMR シグ
ナルおよびカーボン NMR シグナルを帰属し、含グアニジン 6 員環と 5 員環が縮環した
二環性の新規化合物だと推定した。さらに NOESY1D の測定結果より、7 の相対立体配
置を推定した。また、化合物 8 (27 μg) は各種 NMR の解析により、7 と同じ骨格構造を
持つと推測された。 
 
2-2. Cep-242, Cep-242-hemiketal の構造解析 
HILIC-LC-MS の探索で C. e. popei より未知成分 9 (Cep-242) を検出した (Fig. 11B)。
単離した 9 (530 µg) を NMR に供したところ、二成分の混合物  (Cep-242 (9a), 
Cep-242-hemiketal (9b)) であることが示された。化合物 9a は含グアニジン 6 員環と 7 員
環がシス型に縮環した構造だと推定され、9b は 9a の hemiketal 体だと推測された。ま




各種イモリを HILIC-LC-MS, RP-LC-MS で分析したところ、7−9 が国内外に生息する
多種の有毒イモリから検出された。その一方で TTX を持たないイモリからは 7−9 は検
出されず、7−9 が有毒イモリに共通かつ特異的な成分だと示された。我々は生合成の初







Fig. 10. Targets of chapter 2: predicted biosynthetic intermediates of TTX. The possible molecular formulas 
of the predicted biosynthetic intermediates are [M+H]+ C11H[X]N3O[Y]. 
 
  
Fig. 11. The LC-MS chromatograms of the novel cyclic guanidine compounds 7−9 and their molecular 
formulas. (A) RP-LC-MS chromatograms for compounds 7 and 8 in the extract of the newt. (B) 
HILIC-LC-MS chromatogram for compound 9 in the extract of the newt. 
 
 















































有毒種のアカハライモリ (C. pyrrhogaster) の受精卵を筑波大学千葉親文教授より提
供して頂いた。研究室で卵を孵化させ、無毒の餌で 70 週齢になるまで飼育し、各成長
段階における毒量を HILIC-LC-MS で調べた。有毒イモリの母親は産卵の際に卵へと毒
を供与することが知られており 36,37)、本実験でも孵化直後から 10 週齢までの間で TTX
が検出された。しかし成長に伴い毒濃度が減少し、70 週齢のイモリでは TTX およびそ
の類縁体が検出されなかった。一方で同サイズかつ同地域に由来する野生のイモリは
TTX とその類縁体を高濃度に保持しており、イモリが人工飼育下で毒の生産能を持た
ないことが示された (Fig. 12A, B)38)。 
 
3-2. イモリの毒の蓄積能の調査 
TTX を無毒イモリへ経口投与し、4 週間後にその毒量を調べたところ、TTX の蓄積が
確認された。また、生合成中間体だと考えている 2 を無毒イモリに経口投与させた場合








Fig. 12. The HILIC-LC-MS chromatograms of the extract of the Cynops pyrrhogaster. (A) wild-caught 
juvenile newt, (B) 70-week-old captive-reared newt. 
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第一章では、HILIC-LC-MS/MS による新規 TTX 類縁体の探索を行い、C-5−C-10 が直




ン化合物 Cep-210 (7), Cep-212 (8), Cep-242 (9) および 9 に類する 2 種の新規化合物を同
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